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Uso de linhagens quase isogênicas de tomateiro como ferramenta para o 
estudo do papel dos carotenóides na suscetibilidade dos frutos ao 
fungo Botrytis cinerea 
 
 
Bruna Orsi 
 
Resumo 
 
 
O fungo Botrytis cinerea é responsável por considerável volume de perdas no 
período pós-colheita de muitas espécies de frutos. Para avaliar a contribuição dos 
carotenóides na suscetibilidade de frutos às podridões ocasionadas por este fungo 
foram utilizadas cinco linhagens quase isogênicas (NIL) à cultivar Micro Tom, 
diferenciando apenas quanto ao tipo predominante de carotenóide acumulado nos 
frutos, sendo elas: tangerine, Delta carotene, Beta carotene, yellow flesh e colorless 
fruit epidermis. Os frutos de cada genótipo foram lesionados e inoculados com o 
fungo Botrytis cinerea (105 esporos mL-1) e a suscetibilidade representada pela 
incidência, severidade e diâmetro de lesão. Os resultados indicaram elevada 
suscetibilidade para a maioria dos genótipos com exceção do mutante Delta 
carotene, que se mostrou menos suscetível ao fungo mesmo em avançado estádio 
de maturação. O mutante colorless fruit epidermis se mostrou mais suscetível, 
possivelmente em função da ausência de flavonoides na casca dos frutos. O 
acentuado amolecimento e escurecimento dos tecidos das lesões observado em 
tangerine, yellow flesh e Beta carotene, contribuiu para o aumento da 
suscetibilidade, entretanto visualmente o crescimento micelial do fungo foi suprimido 
nestes genótipos. Acredita-se que o avançado estádio de maturação dos frutos no 
momento da inoculação contribuiu para o aumento da suscetibilidade ao fungo em 
todos os genótipos, por essa razão, novos estudos são necessários para elucidar a 
real contribuição dos carotenóides na suscetibilidade dos frutos ao mofo cinzento. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Micro-Tom. Carotenóides. Mofo cinzento. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O tomateiro (Solanum lycopersicum), originário da América do Sul, é uma das 
hortaliças de maior importância econômica no Brasil, ao lado da batata e cebola. No 
ano de 2015 o valor bruto da produção do tomate foi o maior dentre as hortaliças de 
importância econômica no cenário nacional (MAPA, 2015). Existem diversos usos 
aplicados a esse fruto, seja na forma processada pela indústria, onde o tomate é 
matéria prima para produção de molhos prontos, conservas e extratos, bem como no 
consumo in natura (WELLS, 2016). O tomate é fonte de carotenóides, o que lhe 
confere as propriedades nutracêuticas apreciada pelos consumidores. O fruto 
apresenta altos teores de licopeno, bem como beta caroteno, zeaxatina e luteína, 
estes dois últimos em menores concentrações (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).  
Dentre as maiores causas de perdas na pós-colheita do tomate estão os 
patógenos Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer, Fusarium spp. e Botrytis cinerea 
que causam degradação dos frutos (ZHAO et al., 2008). O fungo necrotrófico 
Botrytis cinerea pode infectar flores, frutos, folhas e caules. As principais medidas de 
controle deste fungo são realizadas antes da colheita, considerando a falta de 
métodos eficientes no período de armazenamento dos frutos (DROBY; LICHTER, 
2004). O mecanismo de infecção deste patógeno envolve a indução da resposta de 
hipersensibilidade nos hospedeiros, tomando vantagem deste mecanismo de 
resistência que forma tecidos necróticos (ROSSI et al., 2011). 
Os vegetais superiores possuem mecanismos naturais de defesa a patógenos 
que incluem a produção de metabólitos secundários como terpenos, compostos 
fenólicos e compostos nitrogenados. Os carotenóides, incluídos na classe dos 
terpenos, são moléculas derivadas de isoprenóides e são compostos por oito 
unidades de isoprenos (C5) (RUIZ-SOLA; RODRIGUES-CONCEPCIÓN, 2012). São 
pigmentos lipossolúveis que conferem a coloração de frutos, folhas e flores, bem 
como o aroma característico de algumas espécies. Na fotossíntese os carotenóides 
desempenham a função de antenas auxiliares, absorvendo luz em regiões do 
espectro visível que a clorofila não absorve, além de atuarem como fotoprotetores 
do sistema fotossintético, evitando a formação de oxigênio singleto no processo 
conhecido por queenching não fotoquímico. Outra função importante dos 
carotenóides está relacionada às suas propriedades antioxidantes, promovendo o 
sequestro de radicais livres e desativando espécies reativas de oxigênio (EROs), 
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evitando o estresse oxidativo. Embora sejam considerados metabólitos secundários, 
os carotenóides também são precursores de fito hormônios envolvidos diretamente 
no crescimento e desenvolvimento vegetal, como o ácido abscísico (ABA) e as 
estrigolactonas (CAZZONELLI, 2011). 
A biossíntese dos carotenóides ocorre através da condensação de duas 
moléculas de geranilgeranil difosfato (GGPP) por ação da enzima fitoeno sintase 
(PSY), levando à formação de fitoeno, o primeiro carotenóide incolor (Figura 1) (JEZ; 
NOEL, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).  O fitoeno, através de reações de 
desidrogenação, ciclização e oxidação leva a formação de uma variedade de 
pigmentos como o β-Caroteno, δ-Caroteno e o licopeno. A variedade de cores 
encontradas nos vegetais varia em função do acúmulo de diferentes carotenóides. 
Os vegetais de coloração laranja como cenoura e abóbora apresentam grande 
quantidade de β-caroteno (BARBOSA-FILHO et al., 2008), enquanto vegetais com 
coloração verde amarelada apresenta maiores quantidades de luteína e zeaxantina. 
A coloração vermelha em alguns frutos se deve ao acúmulo de licopeno, principal 
carotenóide encontrado no tomate, melancia e goiaba (HEBER; BOWERMAN, 
2001). 
Em função da reconhecida atividade antioxidante destes compostos, os 
diferentes pigmentos acumulados podem conferir aos frutos, além da diferente 
coloração, um potencial antioxidante diferenciado, conforme verificado por Sun et al. 
(2007) ao estudarem a composição e a capacidade antioxidante de diferentes 
pigmentos em pimentas. Embora alguns estudos relatem a contribuição dos 
flavonóides na resistência do tomateiro às podridões (ZHANG et al., 2013), estudos 
demonstrando a real contribuição de outros tipos de pigmentos neste processo ainda 
são inexistentes. Estudos desta natureza poderiam ser valiosos em responder se a 
presença de um específico carotenóide exerce influencia direta sob a suscetibilidade 
de um fruto a um determinado tipo de patógeno. Para endereçar esta questão seria 
interessante reunir em um único modelo de estudo características como o acúmulo 
de um específico carotenóides no fruto e a suscetibilidade deste a um dado 
patógeno (biotrófico e/ou necrotróficos). 
O uso de genótipos contrastantes, sejam eles mutantes ou plantas 
transgênicas, na atualidade representa a principal abordagem utilizada em estudos 
genético-fisiológicos (CARVALHO et al., 2011; CAMPOS et al., 2010; SESTARI et 
al., 2014). Em se tratando de frutos, o tomateiro possui uma série de atributos que o 
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qualificam como o principal modelo disponível para estudos fisiológicos, bioquímicos 
e moleculares em frutos carnosos (GIOVANNONI , 2004).  A partir de um modelo 
genético pode-se criar linhagens quase isogênicas para o estudo de determinada 
característica, o que fornece um comparativo confiável em função de todas as 
linhagens compartilharem o mesmo background genético (CARVALHO et al., 2011). 
Um exemplo de modelo genético que vem sendo utilizado é a cultivar Micro-Tom 
(MT) de tomateiro (MEISSNER et al., 1997). Trata-se de uma cultivar miniatura, de 
fácil cultivo em casa de vegetação e que por seu pequeno porte admite o plantio em 
grandes densidades, além de possuir um ciclo curto, permitindo obter em pouco 
tempo linhagens quase isogênicas (NIL) através da introgressão de mutações 
monogênicas (CAMPOS et al., 2010). Uma vez que há disponibilidade de uma 
coleção de NIL carregando mutações monogênicas para específicos tipos de 
carotenóides, na cv. MT torna-se interessante a utilização desta ferramenta para 
estudar o papel dos carotenóides na suscetibilidade de frutos as podridões que se 
desenvolvem após a colheita. 
Dentre as mutações conhecidas envolvendo a composição de carotenóides, 
as de maior interesse para este estudo são as mutações Delta carotene (RONEN et 
al., 1999), em que o alelo dominante Del converte o licopeno em δ-caroteno; a 
mutação tangerine (ISAACSON et al., 2002) onde os frutos acumulam ζ-caroteno e 
prolicopeno; a mutação colorless fruit epidermis (ADATO et al., 2009) contendo o 
alelo y que causa uma diminuição no acúmulo de flavonóides na epiderme dos 
frutos, a mutação Beta carotene que confere baixo acúmulo de licopeno e alto 
acúmulo de β-caroteno aos frutos (ZHANG; STOMMEL JR, 2000) e a mutação 
yellow flesh (CHENG et al., 2009) cujos frutos apresentam prevalência do flavonóide 
rutina (Tabela 1).  
Considerando a disponibilidade de NIL contendo estas mutações 
introgredidas no mesmo background genético (a cv. MT) torna-se possível um 
estudo prospectivo de modo a verificar a contribuição de específicos pigmentos na 
defesa vegetal contra patógenos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi criar um 
modelo de estudo utilizando linhagens mutantes quase isogênicas para determinar o 
envolvimento dos carotenóides na suscetibilidade de frutos de tomate ao fungo 
Botrytis cinerea. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
As atividades de pesquisa relacionadas ao projeto foram desenvolvidas na 
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Curitibanos. O cultivo dos 
genótipos de tomateiro para obtenção de frutos foi realizado em uma casa de 
vegetação com controle de temperatura (média de 28°C). A irrigação das plantas foi 
realizada de forma manual de acordo com a necessidade das plantas. Os genótipos 
utilizados neste trabalho foram a cultivar Micro-Tom (MT) e os mutantes Beta 
carotene (B), Delta carotene (Del), tangerine (t), yellow flesh (r) e colorless fruit 
epidermis (y) obtidos da coleção de mutantes do Laboratório de Controle Hormonal 
do Desenvolvimento Vegetal (HCPD-LAB) da ESALQ-USP (Tabela 1).  
 
Tabela 1. Descrição dos mutantes utilizados no experimento. 
Genótipo Função gênica Fenótipo Referência 
Beta Carotene 
(B) 
Aumento da 
atividade da enzima 
licopeno β-ciclase. 
Frutos de coloração laranja 
com altos níveis de β-
caroteno. 
ZHANG; 
STOMMEL 
JR, 2000 
yellow flesh (r) 
Perda de função da 
enzima fitoeno 
sintase. 
Frutos de coloração 
amarela com prevalência do 
flavonóide rutina na casca. 
CHENG et 
al., 2009 
tangerine (t) 
Perda de função da 
enzima carotenóide 
isomerase. 
Acúmulo de ζ-caroteno e 
tetra-cis-licopeno. Frutos de 
coloração laranja. 
ISAACSON et 
al., 2002 
colorless fruit 
epiderms (y) 
Aumento da 
atividade do fator de 
descrição SlMYB12. 
Frutos de coloração rosa 
devido ao baixo acúmulo de 
flavonoides na epiderme. 
ADATO et al., 
2009 
Delta carotene 
(Del) 
Aumento da 
atividade da enzima 
licopeno ε-ciclase. 
Altos níveis de δ-caroteno 
nos frutos. Coloração 
vermelho alaranjada. 
RONEN et 
al., 1999 
 
As sementes de cada genótipo foram semeadas em vasos de 350 mL 
contendo mistura de substrato orgânico inerte e vermiculita expandida na proporção 
1:1. Após o surgimento do primeiro par de folhas verdadeiras as plântulas foram 
transplantadas para vasos de 5 L, contendo mistura de substrato e vermiculita na 
mesma proporção. De cada genótipo foram transplantadas 24 plântulas, sendo 
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cultivadas quatro plântulas em cada vaso, totalizando seis vasos para cada 
genótipo. A adubação foi feita utilizando 1g de NPK na formulação 10:10:10 L-1 de 
substrato e 4g de calcário dolomítico (Ca + Mg) L-1 de substrato. Detalhamentos 
adicionais a respeito dos genótipos, protocolos de cultivo e do controle fitossanitário 
utilizado podem ser obtidos no site http://www.esalq.usp.br/tomato (Protocolos > 
manual do modelo vegetal Micro-Tom – Cap. 1: Especificações da casa de 
vegetação e protocolos > manual do modelo vegetal Micro-Tom – Cap. 2: Plantio, 
irrigação e adubação). A colheita dos frutos foi realizada em 08 de fevereiro de 2016, 
com 101 dias após o transplantio (DAT). Os frutos foram colhidos no estádio de 
maturação característico de cada genótipo, definido pela coloração da epiderme.  
 
2.1  CULTURA DE Botrytis cinerea E INOCULAÇÃO DOS FRUTOS 
 
No mesmo dia da colheita os frutos foram inoculados com B. cinerea. O fungo 
foi isolado a partir de frutos de morangos com sintoma da doença e mantido em 
meio BDA (Batata dextrose ágar). Foram preparadas 20 mL de uma solução na 
concentração 105 esporos mL-1. Para isso, esporos da cultura de B. cinerea foram 
misturados em 5 mL de água ultra pura. Uma alíquota desta solução foi retirada para 
contagem do número de esporos em câmara de Neubauer, a fim de estimar a 
quantidade de água a ser adicionada à solução para obter a concentração desejada, 
conforme a equação a seguir. 
                       
Em que: 
C¹ = Concentração inicial do número de esporos 
V¹ = Quantidade inicial de água 
C² = Concentração final do número de esporos 
V² = Quantidade de água a ser adicionada 
 
Após a colheita, os frutos foram selecionados quanto à ausência de manchas, 
injúrias mecânicas e coloração, de modo a obter-se lotes homogêneos de frutos. 
Após a remoção do cálice, os frutos foram desinfetados com hipoclorito de sódio 
1,5% (v/v) durante cinco minutos, seguido de três lavagens em água ultra pura. A 
seguir foram realizadas 4 perfurações (2 mm de profundidade e 1 mm de diâmetro) 
equidistantes na região equatorial de cada fruto. Em cada perfuração foram 
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inoculados 5 µL da solução de esporos de B. cinerea, que foi constantemente 
agitada entre as inoculações. Os frutos inoculados de cada genótipo foram 
acondicionados em embalagens plásticas vedadas, a fim de manter as condições de 
assepsia. As embalagens contendo os frutos foram mantidas dentro de sala de 
crescimento com sistema de controle de temperatura, umidade e fotoperíodo, onde a 
temperatura média foi mantida em 24°C, a umidade relativa do ar próxima de 65% e 
12 horas de fotoperíodo. O delineamento do experimento foi o inteiramente 
casualizado com quatro repetições, sendo que cada repetição foi composta por 10 
frutos de cada genótipo. 
 
2.2   SUSCETIBILIDADE DOS FRUTOS 
 
A suscetibilidade dos frutos foi avaliada através da contagem do número de 
lesões desenvolvidas nos frutos e da medida do diâmetro de cada lesão. As 
avaliações foram realizadas no segundo, terceiro e quarto dia após a inoculação dos 
frutos (DAI) a fim de acompanhar a evolução dos sintomas da doença. Os dados 
obtidos foram representados como incidência, severidade e diâmetro médio das 
lesões em milímetros. A incidência representa o percentual de frutos com sintomas 
da doença e a severidade representa o número de lesões afetadas em cada fruto, 
sendo expressa como índice de 0 a 4, onde: 0= nenhuma lesão; 1= uma lesão; 2= 
duas lesões; 3= três lesões e 4= quatro lesões com sintoma. 
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 
médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A cultivar MT, apesar de não ser uma cultivar comercial, pode contribuir para 
o avanço em programas de melhoramento genético do tomateiro, uma vez que 
características de interesse podem ser facilmente transferidas para cultivares 
comerciais (SESTARI et al., 2014). A introgressão de alelos mutados em um único 
background genético representa uma poderosa ferramenta, uma vez que as 
variações fenotípicas encontradas nas NILs são associadas ao efeito apenas da 
mutação em questão (CARVALHO et al., 2010).  
Neste trabalho, o uso de genótipos que compartilham a mesma base 
genética, diferindo apenas em relação ao tipo de pigmento acumulado nos frutos, se 
mostrou um adequado modelo de estudo para acessar o papel dos carotenóides na 
defesa vegetal, permitindo associar as respostas de menor ou maior suscetibilidade 
dos frutos à atividade de determinado carotenóide. As diferentes cores do epicarpo e 
epiderme são a principal variação fenotípica encontrada nas linhagens utilizadas 
neste trabalho, e são decorrentes do acúmulo predominante de carotenóides que 
conferem pigmentação diferenciada aos genótipos (Figura 1 e Tabela 1).  
O mutante yellow flesh (r) apresenta perda de função da enzima FITOENO 
SINTASE 1 (PSY1), levando a formação de frutos de coloração amarelo devido ao 
baixo acúmulo de carotenóides, justamente por este ser um ponto crítico da via 
biossintética de carotenóides (Figura 1) (CHENG et al., 2009; MOISE et al., 2013).  
No mutante tangerine (t) os frutos adquirem coloração laranja em decorrência do 
acúmulo de tetra-cis-licopeno (prolicopeno). Esta mutação impede a expressão do 
gene responsável pela enzima CAROTENÓIDE-cis-trans-ISOMERASE (CRTISO) 
que converte o tetra-cis-licopeno em trans-licopeno (ISAACSON et al., 2002).  
 O alelo dominante Beta (B) é uma mutação ganho de função da enzima 
LICOPENO-β-CICLASE. Nos frutos onde este alelo está presente ocorre a 
conversão de quase todo o licopeno em β-caroteno, resultando em frutos de 
coloração laranja. Existem ao menos três alelos para o gene que codifica a enzima 
LICOPENO-β-CICLASE. O alelo recessivo b é a condição encontrada na maioria 
das cultivares, inclusive no MT, onde ocorre acúmulo normal de licopeno nos frutos. 
O terceiro alelo old gold (og) carrega uma mutação de perda de função da enzima 
LICOPENO-β-CICLASE, o que acarreta um aumento no conteúdo de licopeno 
(ZHANG; STOMMEL JR, 2000).  
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O mutante Delta carotene carrega o alelo dominante Del que converte o 
licopeno em δ-caroteno, devido ao aumento na transcrição da enzima LICOPENO-ε-
CICLASE. O resultado são plantas apresentando frutos de coloração vermelho-
alaranjada (RONEN et al., 1999). 
Diferentemente das mutações descritas acima, as quais afetam enzimas 
ligadas a biossíntese de carotenóides, o alelo y presente no mutante colorless fruit 
epidermis afeta o fator de transcrição SIMYB12, causando um decréscimo no 
conteúdo de flavonoides na epiderme dos frutos, os quais adquirem uma coloração 
rósea, com aspecto semitransparente (ADATO et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ao acompanhar o desenvolvimento da doença nas lesões infectadas com B. 
cinerea é possível observar visualmente que os sintomas da doença evoluíram de 
forma diferenciada entre os mutantes analisados. Os frutos cujas lesões 
Figura 1. Via biossintética de carotenóides. Em azul, as enzimas participantes do ciclo e em 
verde, as mutações nas atividades enzimáticas das NILs utilizadas neste trabalho. Adaptado 
de Bordignon (2015). 
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coalesceram, em decorrência do avanço da doença, impossibilitaram a continuidade 
das medições, e assim foram descartados (Figura 2). Os frutos do mutante colorless 
fruit epiderms apresentaram grande crescimento micelial do fungo e amolecimento 
do tecido com a evolução da doença, sendo a linhagem com maior número de frutos 
descartados ao final do último dia de avaliação. Como já mencionado, a principal 
característica desta linhagem é o baixo acúmulo de flavonoides na casca dos frutos. 
Considerando que há reduzido conteúdo de narigenina chalcona na cutícula destes 
frutos (y), podemos inferir que sua ausência, ou redução torne o fruto mais 
suscetível ao Botrytis.  
Nos mutantes yellow flesh, Beta carotene e tangerine o crescimento micelial 
do fungo não se mostrou muito aparente, entretanto os frutos exibiram discreto 
escurecimento e acentuado amolecimento dos tecidos ao redor das lesões, que 
evoluiu durante os dias de avaliação. Por outro lado, os frutos do mutante Delta 
carotene se mostraram menos suscetíveis, de forma que seu tecido não foi 
inteiramente danificado pela doença e o crescimento micelial do fungo não se 
mostrou muito evidente (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.  Quantidade de frutos descartados durante os dias de avaliação. Barras verticais 
indicam o erro padrão (n=6). 
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Outros pigmentos flavonoides, como as antocianinas, são conhecidos por sua 
participação na defesa vegetal. Recentemente ZHANG et al., (2013) relataram que 
tomates enriquecidos com antocianinas são menos suscetíveis ao B. cinerea e isso 
se deve ao retardo no burst oxidativo desencadeado pelo fungo durante a infecção. 
Sendo assim, o caráter antioxidante do pigmento predominante no tecido parece ser 
importante no que se refere a resposta de defesa esperada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 3. Suscetibilidade de genótipos de tomateiro ao fungo B. cinerea. Caracterização 
visual dos sintomas em lesões em 2, 3 e 4 dias após a inoculação (DAI) com B. cinerea.  
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O modo de colonização dos tecidos pelo fungo Botrytis cinerea é 
caracterizado pela síntese de toxinas que induzem a clorose e necrose dos tecidos, 
além da produção de espécies reativas de oxigênio causadoras de danos aos 
componentes celulares (CHOQUER et al., 2007). Os carotenóides, além de suas 
conhecidas funções na fotossíntese, coloração e aroma de frutos e benefícios 
nutricionais, também estão associados à atividade antioxidante, sendo considerados 
a linha de frente na defesa vegetal contra EROs produzidas nas reações 
fotossintéticas (KRINSKY, 1979; RAMEL et al., 2012). O licopeno – carotenóide 
encontrado em grandes quantidades no fruto do tomateiro – é relatado ser um 
importante antioxidante em diversos trabalhos, em razão de sua capacidade de 
combater a geração de espécies reativas de oxigênio (BOHM et al., 2002; HANSON 
et al., 2004). Os antioxidantes encontrados nos frutos podem proteger os tecidos 
contra variados estresses e doenças. Alguns pigmentos com atividade antioxidante 
são amplamente estudados por sua capacidade de proteger os frutos contra a ação 
de patógenos, como no caso de antocianinas (ZHANG et al., 2013). Entretanto, o 
papel desempenhado pelos carotenóides na defesa do fruto do tomateiro contra 
fungos necrotróficos ainda é desconhecido. 
O desenvolvimento diferenciado dos sintomas entre os genótipos pode estar 
relacionado com o tipo de carotenóide acumulado nos frutos, considerando que a 
estrutura dessas moléculas exerce influência em suas propriedades antioxidantes 
(STAHL e SIES, 2003; HANDELMAN, 1996) e possivelmente em sua suscetibilidade 
a patógenos. Um exemplo é a atividade antioxidante do licopeno que é influenciada 
por sua forma isomérica. Estudos comparando a eficiência do licopeno e seus 
isômeros demonstram que este carotenóide apresenta maior atividade antioxidante 
quando encontrado na configuração cis (MULLER et al., 2011). O mutante tangerine, 
utilizado neste trabalho, apresenta acúmulo de licopeno na forma cis, consequência 
da perda de função da enzima carotenóide-cis-trans-isomerase (CRTISO), 
responsável pela conversão do licopeno da forma cis (prolicopeno) para a forma 
trans, resultando no acúmulo de prolicopeno (Figura 1). Como já relatado, 
visualmente, os sinais do crescimento do fungo não se mostraram muito evidentes 
neste mutante, entretanto os tecidos apresentaram acentuado amolecimento no 
local das lesões. Este fato possivelmente favoreceu a baixa resistência do tecido ao 
fungo considerando os parâmetros de suscetibilidade avaliados (Figura 4). 
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O mutante Delta carotene, cujos frutos exibem maior acúmulo do carotenóide 
δ-caroteno, foi o único que revelou menor suscetibilidade ao fungo B. cinerea 
segundo os parâmetros de suscetibilidade. Frutos deste genótipo apresentaram os 
menores valores de incidência e severidade no primeiro dia de avaliação, bem como 
um menor valor de diâmetro das lesões, no primeiro e segundo dia de avaliação 
(Figura 4). Apesar da falta de dados relacionando o acúmulo deste carotenóide com 
o aumento da resistência a patógenos, bem como de sua atividade antioxidante, 
Ronen et al (1999) relata que o mutante Delta carotene também exibe maior 
conteúdo de α-caroteno e luteína, justamente por utilizarem o  δ-caroteno como 
substrato para a sua produção (Figura 1). O α-caroteno é o terceiro pigmento com 
maior atividade antioxidante, logo atrás do licopeno e do α-tocoferol (vitamina E). Em 
ordem decrescente, os pigmentos com maior atividade antioxidante são licopeno, α-
tocoferol, α-caroteno, β-criptoxantina, zeaxantina, β-caroteno e luteína (HEBER e 
LU, 2002).  
Mesmo que visualmente alguns dos genótipos tenham apresentado menor 
suscetibilidade ao fungo, apenas o mutante Delta carotene diferiu estatisticamente 
mostrando maior resistência ao patógeno quando comparado ao MT e aos demais 
mutantes. A cultivar Micro Tom apresenta resistência contra uma espécie selvagem 
de Fusarium e carrega ao menos dois genes independentes que conferem 
resistência ao patógeno Cladosporium fulvum (MARTI et al., 2006). Em seu estudo, 
Takashi et al (2004) avaliando a suscetibilidade do MT a vários patógenos verificou 
que esta cultivar se mostrou suscetível a alguns patógenos de importância 
econômica que acometem o tomateiro, inclusive ao estágio telemórfico do Botrytis:  
a espécie Botryotinia fuckeliana. Contudo para as espécies em que o MT se mostrou 
resistente os autores constataram a ocorrência do mecanismo de resposta de 
hipersensibilidade. Este tipo de resistência é caracterizado por ocasionar necroses 
através da produção de EROs, levando à morte o tecido atacado e impedindo a 
continuidade do desenvolvimento do patógeno (REZENDE; SALGADO; CHAVES, 
2003). Contudo, este mecanismo se mostrou eficaz no experimento em questão por 
se tratarem de fungos biotróficos, ou seja, que utilizam células vivas para a 
colonização do tecido. O fungo B. cinerea, por outro lado, é classificado como 
necrotrófico, e um de seus mecanismos de ataque utiliza justamente a maquinaria 
das plantas que, por meio da resposta de hipersensibilidade, induzem a produção de 
EROs levando o tecido a morte e permitindo sua colonização (ROSSI et al., 2011). 
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No trabalho realizado por Zhang et al (2013) os frutos de tomateiro que 
apresentavam acúmulo de específicos flavonoides foram menos suscetíveis ao 
Botrytis por alterarem a dinâmica da produção de EROs, consequentemente 
limitando a morte dos tecidos ao redor da área lesionada. 
Embora a resposta de hipersensibilidade possa ser uma resposta para a 
suscetibilidade das plantas, não explica o efeito observado neste trabalho. Deve-se 
considerar que todas as linhagens foram colhidas em avançado estádio de 
maturação, consequentemente não é possível excluir o efeito etileno em tornar os 
frutos mais propensos às infecções. Com o amadurecimento alguns eventos 
fisiológicos são dependentes da sinalização do etileno, a exemplo da síntese de 
determinados carotenóides. Contudo, a degradação da parede e da lamela média 
contribui em maior extensão para que os tecidos tornem-se mais suscetíveis a 
patógenos necrotróficos (ZUO et al., 2012). De modo geral, à medida que o 
amadurecimento do fruto se intensifica há maior propensão ao ataque por fungos, de 
modo a garantir a liberação das sementes caso o fruto não seja consumido pelos 
animais. Com base no exposto acima acredita-se que o estádio de maturação dos 
frutos no momento da inoculação pode ter influenciado os resultados obtidos neste 
estudo, uma vez que os frutos já se encontravam em estádio de maturação 
avançado. 
Cantu et al (2009), estudando a suscetibilidade dos mutantes em etileno, 
ripening inhibitor, Never ripe e non ripening, ao fungo B. cinerea verificou que o 
patógeno é capaz de induzir respostas associadas ao amadurecimento dos frutos  e 
que os sintomas são mais severos em estádios avançados. Neste mesmo trabalho o 
desenvolvimento da doença foi avaliado em dois estádios de maturação dos frutos 
levando em consideração a incidência e o diâmetro das lesões, e os valores do 
tratamento controle no estádio red ripe foram semelhantes aos encontrados no 
presente trabalho. Entretanto, no trabalho citado acima o crescimento micelial do 
fungo B. cinerea se expandiu por todo o pericarpo dos frutos quando estes se 
encontravam no estádio red ripe, diferentemente do observado neste experimento 
para os mutantes tangerine, yellow flesh e Beta carotene que não favoreceram o 
crescimento micelial do fungo mesmo em avançado estádio de maturação. Esse fato 
sugere que o acumulo diferencial destes carotenóides na polpa pode retardar o 
processo de colonização do tecido pelo patógeno (Figura 3). 
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Mesmo com o avançado estádio de maturação dos frutos é importante 
ressaltar que o mutante Delta carotene se mostrou capaz de retardar o 
desenvolvimento dos sintomas causados pelo fungo B. cinerea (Figura 3 e 4), o que 
pode indicar um papel diferenciado do carotenóide δ-caroteno na resistência a este 
patógeno. Por esta razão, novos experimentos comparando a suscetibilidade destes 
genótipos em diferentes estádios de maturação são necessários, uma vez que o 
processo de amadurecimento, desencadeado pelo etileno, torna o tecido mais 
suscetível às podridões (CANTU et al., 2009). Além disso, a determinação da 
capacidade antioxidante de cada um dos carotenóides estudados poderia indicar se 
o efeito observado contra o fungo envolve o mecanismo de remoção de espécies 
reativas de oxigênio.  
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Figura 5. Suscetibilidade de NIL de tomateiro ao fungo B. cinerea após quatro dias de 
inoculação. (A) Incidência da doença (B) Severidade da doença. Índice de severidade 
(número de lesões com sintoma): 0= nenhuma lesão; 1= uma lesão; 2= duas lesões; 3= três 
lesões e 4= quatro lesões. (C) Evolução do diâmetro das lesões. Barras verticais indicam o 
erro padrão (n=6). (*) Diferença significativa entre os genótipos dada pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 
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A resistência dos frutos contra doenças é um dos fatores que mais 
influenciam a perda de qualidade no período pós-colheita. Outros fatores envolvem o 
teor de açucares, acidez, textura e sabor, afetando diretamente a aceitabilidade 
pelos consumidores, bem como a qualidade nutricional dos frutos (FERREIRA, et al., 
2009). Comparando parâmetros de qualidade dos mutantes Beta carotene, 
tangerine, yellow flesh, colorless fruit epidermis e Delta carotene com a cultivar Micro 
Tom, Bordignon (2015), verificou que a qualidade nutricional do tomate é 
influenciada pelo tipo de carotenóide acumulado na polpa e que a coloração dos 
frutos não é necessariamente indicativa de qualidade nutricional.  
Neste trabalhou verificou-se que o tipo de carotenóide acumulado na polpa 
e/ou epiderme pode alterar a suscetibilidade do tomate ao patógeno B. cinerea, 
mesmo em avançado estádio de maturação. Considerando este fato, seria 
importante determinar em estudos futuros se a suscetibilidade destes genótipos é 
influenciada pelo estádio de desenvolvimento do fruto. Adicionalmente uma 
caracterização mais detalhada destes quanto a parâmetros associados ao estresse 
oxidativo seria interessante de modo a determinar se a suscetibilidade do fruto ao 
referido fungo envolve mecanismos de remoção de radicais livres mediados pelos 
carotenóides. 
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4 CONCLUSÕES 
 
 
O acúmulo do carotenóide δ-caroteno na polpa diminui a suscetibilidade dos 
frutos ao fungo B. cinerea.  
O acentuado amolecimento e escurecimento dos tecidos das lesões, nos 
genótipos tangerine, yellow flesh e Beta carotene, contribuiu para o aumento da 
suscetibilidade, entretanto constatou-se que visualmente o crescimento micelial do 
fungo foi suprimido nestes genótipos. 
O avançado estádio de maturação dos frutos no momento da inoculação 
contribuiu para o aumento da suscetibilidade ao fungo em todos os genótipos. 
O uso das NILs constitui um elegante modelo para o estudo do papel dos 
carotenóides na suscetibilidade dos frutos do tomateiro ao fungo B. cinerea. 
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Near-isogenic lines as a toolkit to study the involvement of carotenoids in the 
susceptibility of tomato fruit to B. cinerea 
 
 
Bruna Orsi 
Abstract 
 
 
Botrytis cinerea is responsible for considerable losses in the postharvest of many fruit 
species. To evaluate the contribution of carotenoids in the susceptibility of fruits to 
rots caused by this fungus, five near isogenic lines to the cultivar Micro Tom were 
used, differing only on the predominant type of carotenoid accumulated in the fruit, 
e.g:  tangerine, Delta carotene, Beta carotene, yellow flesh and colorless fruit 
epidermis. Fruits of each genotype were injured and inoculated with Botrytis cinerea 
(105 spore mL-1) and the susceptibility was represented as incidence, severity and 
lesion diameter. The results indicated high susceptibility of most genotypes except to 
Delta carotene mutant, which show less susceptibility even at advanced ripening 
stage. On the other hand, colorless fruit epidermis was more prone to Botrytis, 
probably due to the lack of flavonoids in the fruit epidermis. The marked softening 
and darkening of tissue lesions observed in tangerine, yellow flesh and Beta 
carotene, contributed to increased susceptibility, nevertheless in these genotypes 
visually the micelial growth was suppressed. The ripening stage of fruit at inoculation 
likely contributed to increase susceptibility of all genotypes; so, further studies must 
be done to elucidate the real contribution of carotenoids in the fruit susceptibility to 
gray mold. 
 
Keywords: Micro- Tom. Carotenoids. Gray mold. 
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